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(57) Abstract: The invention relates to a novel method for the preparation of evolved microorganisms which permit a modifica- 
tion of metabolic pathways, characterised in comprising the following steps: a) production of a modified microorganism by genetic 
modification of initial microorganism cells such as to inhibit the production of or the consumption of a metabolite when the microor- 
ganism is cultivated in a defined medium which also affects the capacity of the microorganism for growth, b) culture of the modified 
microorganisms previously obtained in said defined medium to induce evolution in said cells where it might be necessary to add 
a co-substrate to the defined medium in order to permit said evolution, c) selection of the cells of modified microorganisms which 
are capable of developing in the defined medium, optionally with a co-substrate. The invention also relates to the strains of evolved 
microorganisms obtained thus, the genes evolved which code for evolved proteins which may be obtained by means of said method 
and the use of said evolved microorganisms, genes or proteins in a biotransformation method. 

(57) Abrege : La presente invention conceme un nouveau precede" de preparation de microorganismes evolu6s, permettant une mo- 
dification des voies m&aboliques, caracterise" en ce qu'il comprend les Stapes suivantes : a) obtention d'un microorganisme modifie* 
par modification g6n6tique des cellules d'un microorganisme initial de maniere a inhiber la production ou la consommation d'un 
metabolite lorsque le microorganisme est cultive* sur un milieu d£fini, affectant ainsi la capacity de croissance du microorganisme, 
b) culture des microorganismes modifies prec^demment obtenus sur ledit milieu d^fini pour le faire evoluer, il peut etre necessaire 
d'ajouter un co-substrat au milieu dgfini afin de permettre cette evolution, a) selection des cellules de microorganismes modifies 
capables de se developper sur le milieu d£fini, eventuellement avec un co-substrat L'invention concerne egalement les souches de 
microorganismes evolu6s ainsi obtenus, les genes evolues codant pour des prolines evoluees susceptibles d'etre obtenues par le 
proceed selon l'invention et l'utilisation desdits microorganismes, genes ou prolines evolues dans un procecle' de biotransformation. 
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C(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 


Categorte* 


Identification des documents cites, avec, le cas echeant, llndlcatlon des passages pertinents 


no. des revindications visees 


X 


KAWASHIMA T ET AL: "Cystathionine beta 

lyase / O-succinylhomoserine lyase" 

EMBL, 1 octobre 2001 (2001-10-01), 

XP002274157 

le document en entier 


16-25, 
27,28 


A 


ARNOLD F H ET AL: "OPTIMIZING INDUSTRIAL 

ENZYrltb BY UlKtLItU tvULUllUR 

ADVANCES IN BIOCHEMICAL ENGINEERING, 

BIOTECHNOLOGY, SPRINGER, BERLIN, DE, 

vol. 58, 1997, pages 1-14, XP000891392 

ISSN: 0724-6145 

le document en entier 


1-11 


A 


WEISSBACH H ET AL: "REGULATION OF 

METHIONINE SYNTHESIS IN ESCHERICHIA COLI " 

MOLECULAR MICROBIOLOGY, BLACKWELL 

SCIENTIFIC, OXFORD, bo, 

vol. 5, no. 7, 1987, pages 1593-1597, 

XP001O37155 

ISSN: 0950-382X 

cite dans la demande 

le document en entier 


1-4,7-35 


A 


DATABASE WPI 

Section Ch, Week 200043 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class ouo, an cwv-wooo'* 

XP002265367 

& JP 2000 157267 A (AJINOMOTO KK) 
13 juin 2000 (2000-06-13) 
cite dans la demande 
abrege 


1-4,7-35 


A 


W0 02/18613 A (DEGUSSA) 
l mars ^ou^ icuuc-uo-u/; 
le document en entier 


1-4,7-35 


X 


EP 0 519 113 A (AJINOMOTO KK) 
23 decembre 1992 (1992-12-23) 
exemples 1,3 


1-4 


X 


US 3 071 518 A (RAFELSON JR MAX E ET AL) 
1 janvier 1963 (1963-01-01) 
colonne 2, ligne 55 - ligne 63 
colonne 3, ligne 3 - ligne 6 

-/-- 
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AND AGROCHEM. TOKYO, JP, 
vol. 39, no. 1, 1975, pages 153-160, 
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le document en entier 
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exemples 1,5 
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NAKAMORI S ET AL: "Mechanism of 

L-methionine overproduction by Escherichia 
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the Met J protein causes the derepression 

of L-methionine biosynthetic enzymes" 

APPLIED MICROBIOLOGY AND BIOTECHNOLOGY, 

SPRINGER VERLAG, BERLIN, DE, 

vol. 52, no. 2, aout 1999 (1999-08), pages 

179-185, XP002242975 
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le document en entier 
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tde Internationale n° 
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Cadre II Observations - lorsqu'il a ete estime que certalnes revendications ne pouvalent pas faire I'objet d'une recherche 
(suite du point 2 de la premiere feuille) 



Conformement a rarticle I7.2)a), certalnes revendications rfont pas fart I'objet d'une recherche pour les molife suivants: 

1. Les revendications n 03 » . , . . * 

1 — se rapportent a un objet a regard duquel I'adminlstratton n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir. 



2. I I Les revendications n 03 . . , .. * . 

— se rapportent a des parties de la demande Internationale qui ne remplissent pas sufflsamment les conditions prescntes pour 
qu'une recherche significative puisse $tre effectuee, en particulien 



3 ^ — ^ son/de s"e^nScations dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisidme phrases de la regie 6.4.a). 



Cadre III Observations - lorsqu'il y a absence d*unite de I'invention (suite du point 3 de la premiere feuille) 



^administration chargee de la recherche Internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande Internationale, a savoin 

voir feuille supplementaire 



1 I — I Comma toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delate par le deposant. le present rapport de recherche 
I I internationale porta sur toutes les revendications pouvant faire robjet d'une recherche. 

2 L_J Comma toutes les recherches portant sur les revendications qui s*y prdtalent ont pu etre effectuees sans effort particulier 

justifiant une taxe additionnelle, i'administration n'a solBcite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



□ Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delafs par le deposant, le present 
rapport de recherche internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 
les revendications n 



m Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant En consequence, le pr6sent rapport 
I A I de recrl erche internationale ne porte que sur I'invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n 08 

1-4, 7-35 (parti el lement, pour autant qu'appli cables) 



Remarque quant a la reserve [ j Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de ta part du deposan 

Le paiement des taxes additionnelles n'etait assorti d'aucune reserve. 
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SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



L' administration chargee de la recherche international a trouve 
plusieurs (groupes d') inventions dans la demande international, 
a savoir: 

1. revendi cations: 1-4,7-35 (parti el lement, pour autant 

qu'appli cables) 

ProcSde de preparation de microorganismes evolues permettant 
une modification d'une voie de biosynthese de methionine, 
microorganismes, g§nes et proteines obtenus par ce proc§de 
et leur utilisation dans un procede de biotransformation. 



2. revendi cations: 1-4,7-35 (parti ell ement, pour autant 

qu'appli cables) 

Proc§de de preparation de microorganismes evolues permettant 
une modification d'une voie de biosynthese de cysteine, 
microorganismes, genes et proteines obtenus par ce procede 
et leur utilisation dans un procede de biotransformation. 



3. revendi cations: 1-4,7-35 (parti ell ement, pour autant 

qu'appl i cables) 

Procede de preparation de microorganismes evolues permettant 
une modification d'une voie de biosynthese de threonine, 
microorganismes, genes et proteines obtenus par ce procede 
et leur utilisation dans un procede de biotransformation. 



4. revendi cations: 1-4,7-35 (parti ell ement, pour autant 

qu'appl i cables) 

Procede de preparation de microorganismes evolues permettant 
une modification d'une voie de biosynthese de lysine, 
microorganismes, genes et proteines obtenus par ce procedg 
et leur utilisation dans un procede de biotransformation. 



5. revendi cations: 1-4,7-35 (parti ell ement, pour autant 

qu'appli cables) 

Procede de preparation de microorganismes evolues permettant 
une modification d'une voie de biosynthese d' isoleucine, 
microorganismes, genes et proteines obtenus par ce procede 
et leur utilisation dans un procede de biotransformation. 



6. revendi cations: 1,2,7-35 (parti ell ement, pour autant 

qu'appli cables) 



Demande Internationale No. PCT7 FR2004/ 000354 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



Procede de preparation de microorgani smes evolues permettant 
une modification des voies de biosynthese des acides 
nuclei ques, microorgani smes, genes et proteines obtenus par 
ce procede et leur utilisation dans un procede de 
biotransformation. 



7. revendi cations: 1,2,7-35 (parti el lement, pour autant 

qu'appli cables) 

Procede de preparation de microorgani smes evolues permettant 
une modi f i cati on des voies de biosynthese des lipides, 
microorgani smes, genes et proteines obtenus par ce procede 
et leur utilisation dans un procede de biotransformation. 



8. revendi cations: 1,2,7-35 (parti el lement, pour autant 

qu'appli cables) 

Procede de preparation de microorgani smes evolues permettant 
une modification des voies de biosynthese des sucres, 
microorgani smes, genes et proteines obtenus par ce proc§de 
et leur utilisation dans un proc§de de biotransformation. 



9. revendi cations: 1,2,7-35 (parti el lement, pout autant 

qu'appli cables) ; 
5,6,36,37 (completement) 

Procede de preparation de microorgani smes evolues permettant 
une modification des voies m§taboliques qui parti ci pent a la 
consommati on du NADPH, microorgani smes, genes et proteines 
obtenus par ce procede et leur utilisation dans un procede 
de biotransformation. 
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